ne~-
e~
[ [~

)|

Z}ﬁ

=
2

US IMPAVIDA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

IRLA CARLA DE FRANCA BARBOSA

AVALIACAO DA QUALIDADE DE UM FITOTERAPICO TOPICO A BASE
DE AROEIRA: adequacdes a legislacdo no decorrer de 20 anos

Recife
2020



IRLA CARLA DE FRANCA BARBOSA

AVALIACAO DA QUALIDADE DE UM FITOTERAPICO TOPICO A BASE
DE AROEIRA: adequacdes a legislacdo no decorrer de 20 anos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE,
como requisito parcial a obtencdo do Titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentracio:  Farmacos e
medicamentos

Orientador: Prof. Dr2, Leila Bastos Leal
Co-orientador: Prof. Dr. Davi Pereira de Santana

Recife
2020



Catalogagéo na fonte
Bibliotecaria: Elaine Freitas, CRB4-1790

B238a Barbosa, Irla Carla de Franga

Avaliacdo da qualidade de um fitoterdpico tépico a base de
aroeira: adequacdes a legislacdo no decorrer de 20 anos / Irla Carla
de Franga Barbosa. — 2020.

70 f.:il.; tab.

Orientadora: Leila Bastos Leal.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Ciéncias da Saude. Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2020.

Inclui referéncias e apéndice.

1. Aroeira. 2. Medicamentos Fitoterapicos. 3. Técnicas In Vitro. 4.
Membranas Mucosas. 5. Cremes, Espumas e Géis Vaginais. |. Leal,
Leila Bastos (Orientadora). Il. Titulo.

615.1 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2020 -115)




IRLA CARLA DE FRANCA BARBOSA

AVALIACAO DA QUALIDADE DE UM FITOTERAPICO TOPICO A BASE DE
AROEIRA: ADEQUACOES A LEGISLACAO NO DECORRER DE 20 ANOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovada em: 18/02/2020

BANCA EXAMINADORA

Prof. 2 Dr. 2 Leila Bastos Leal (Orientadora - Presidente)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. 2 Dr. @ Karina Perrelli Randau (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. 2 Dr. @ Danilo César Galindo Bedor (Examinador Interno)
Universidade Federal de Pernambuco



Dedico este trabalho aos meus pais, Ivone e Carlos, verdadeiros protétipos de anjos na
Terra. Com todo meu amor e gratidao, desejo ser sempre motivo de orgulho, a prova de que

tudo que vocés fizeram e fazem por mim tem valido a pena.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus em primeiro lugar, de onde tirei todas as forgas necessarias nos

momentos de dificuldade, meu conforto em todos os momentos
Aos meus pais, Ivone e Carlos, por todo incentivo, amor e apoio em todos 0S momentos.

A minha irma lally, pela amizade, alegria e companheirismo; e meu sobrinho Gabriel,

por ser a dose de amor e alegria na vida t&o corrida.

A Prof2. Dr2, Leila Bastos Leal, minha orientadora, pela oportunidade, paciéncia

orientacdo e ensinamentos, tanto na academia, quanto na vida como um todo, vocé é inspiracao.
Ao Prof. Dr. Davi Pereira de Santana, meu coorientador, pelo apoio e oportunidade.

Aos colegas de laboratério por todos os momentos agradaveis durante esse periodo. Em
especial a Wellithom, Juliana e Maira por terem me ajudado em etapas fundamentais deste

trabalho, mesmo com suas vidas atribuladas. Saibam que sou muito grata a ajuda de vocés.

Ao grupo NUDFAC como um todo: Isabelle, Karol Belém, Carol Chagas, Juliana,
Maira, Wellithom, Asley, Aurylanne, Camila, Amélia, Julia, Carol Costa, Ana Rosa e Thalita.
Toda e qualquer contribuigdo, por menor que tenha sido, foi muito importante para que meu

trabalho pudesse ser concluido. Meu muito obrigada a todos!

A minha amiga Carol Chagas, por todo o suporte emocional, pelo amor, pelo incentivo,
por me ensinar tanto, por acreditar em mim, pelas dguas de coco pds almoco diariamente, por

estar sempre comigo, vocé é uma inspiracdo grandiosa na minha vida!

A Karol Belém e Isabelle, amigas da graduacdo que o mestrado reaproximou, pela

companhia, grandiosas contribui¢des, conselhos e pelos momentos agradaveis.

A Alisson, por todas as palavras de incentivo, paciéncia, companheirismo e apoio nas

crises, e por ser meu aliado até nas analises estatisticas.

A todos os meus amigos, pela contribuicdo nessa jornada, pelos momentos de alivio do

stress e preocupacéo, e pelas palavras de apoio.

Aos professores e funcionarios do PPGCF-UFPE, em especial Rilvan e Nerilin, que
desempenham seu trabalho de tal forma a nos acolher, e nos deixar seguros dentro das

possibilidades.

A CAPES/HEBRON pela bolsa e amostras concedidas para realizacio deste trabalho.



“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes” (NEWTON, 1675).



RESUMO

O uso de plantas medicinais pela populagéo para fins terapéuticos € uma pratica antiga,
possuindo registro de uso antes de Cristo. No entanto, apesar de ser uma prética difundida, sua
regulamentacdo no Brasil iniciou de forma tardia, passando por inlmeras mudangas no correr
do tempo. Atualmente o registro de fitoterapicos é regido pela RDC n° 26, de 13 de maio de
2014 da ANVISA. No caso de medicamentos fitoterdpicos topicos (FT), a ndo existéncia de um
guia oficial para avaliagdo de performance dos mesmos, faz necesséria a busca de informacdes
em compéndios como a Farmacopéia America e Européia. Considerando a importancia da
avaliacdo dos atributos de qualidade e performance dos FT, este trabalho buscou avaliar a
qualidade de um gel de uso ginecoldgico a base de aroeira, previamente registrado no ano de
2001, e comercializado até os dias atuais. Utilizando como base os guias e legislacGes
atualizados, o produto foi avaliado através da verificacdo do pH, espalhabilidade da formulacéo,
comportamento reoldgico, estudo de liberacdo in vitro, estudo de permeacdo e retencdo ex vivo
utilizando mucosa vaginal suina em células de difusdo de Franz, avaliacdo da seguranca através
da Opacidade e Permeabilidade da Cérnea Bovina (BCOP), e avaliacdo histolégica da mucosa
vaginal suina antes e ap6s aplicacdo do produto. A andlise foi realizada através da quantificacéo
do &cido galico (marcador quimico da planta) no liquido receptor e mucosa, atraves de
metodologia validada por Cromatrografia liquida de alta performance com detector UV. O
método validado mostrou-se eficiente para a quantificacdo do &cido galico sem a presenca de
interferentes da mucosa vaginal suina. Apos o estudo de permeacdo, nao foi quantificado &cido
galico no liquido receptor, ou seja, 0 ativo avaliado ndo atravessa a mucosa, 0 que determina o
produto como seguro, principalmente por se tratar de uma formulacdo de acdo local. Além
disso, o pH da formulacdo encontra-se dentro da faixa considerada normal para uso em
mulheres sadias. A avaliagdo da seguranca através do BCOP classificou o gel como irritante
severo a cornea bovina, sendo este resultado justificado pela presenca de tanino na formulacao.
Somado a isto, a coloragéo intensa do produto pode levar a resultados mal interpretados. Por
fim, a avaliagé@o histoldgica da mucosa mostrou alteracbes compativeis com a aplicacdo de
taninos (compostos majoritarios da planta), e sem alteracGes indicativas de perda da integridade

do tecido.

Palavras-chave: Aroeira. Medicamentos Fitoterapicos. Técnicas In Vitro. Membranas
Mucosas. Cremes, Espumas e Géis Vaginais.



ABSTRACT

The use of medicinal plants by the population for therapeutic purposes is an old practice,
having a record of use before Christ. However, despite being a widespread practice, its
regulation in Brazil started late, going through numerous changes over time. Currently the
phytotherapic registration is governed by RDC n° 26, of May 13, 2014 from ANVISA. In the
case of topical herbal medicines (FT), the lack of an official guide to assess their performance,
makes it necessary to search for information in compendiums such as American and European
Pharmacopoeia. Considering the importance of evaluating the quality and performance
attributes of FT, this work sought to evaluate the quality of a gynecological gel based on aroeira,
previously registered in 2001, and commercialized until the current days. Based on updated
guides and legislation, the product was evaluated by assessing the pH, spreadability of the
formulation, rheological properties, in vitro release study, permeation and ex vivo retention
study using porcine vaginal mucosa in Franz diffusion cells, safety assessment through opacity
and permeability of the bovine cornea (BCOP), and histological evaluation of the porcine
vaginal mucosa before and after application of the product. The analysis was performed through
the quantification of gallic acid (chemical marker of the plant) in the receptor solution, through
a methodology validated by high performance liquid chromatography with UV detector. The
validated method proved to be efficient for the quantification of gallic acid without the presence
of porncine vaginal mucosa interferents. After the permeation study, gallic acid was not
quantified in the receptor solution, that is, it does not cross the mucosa, which determines the
product as safe, since it is a local action formulation. In addition, the pH of the formulation is
within the range considered normal for use in healthy women. The BCOP safety assessment
classified the gel as a severe irritant to the bovine cornea, being justified by the presence of
tannin in the formulation. Evaluation errors may also have occurred, since it is an intensely
colored product. Finally, the histological evaluation of the mucosa showed changes compatible
with the application of tannins, major compounds of the plant. However, no changes were
observed indicating loss of tissue integrity.

Keywords: Anacardiaceae. Phytotherapeutic Drugs. In Vitro Techniques. Mucous Membrane.
Vaginal Creams, Foams and Jelly.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais pela populagdo para fins terapéuticos é uma pratica antiga,
possuindo registros desde milhares de anos antes de Cristo. No entanto, apenas no século X1X
comecaram as buscas por constituintes ativos presentes nas plantas medicinais, levando ao
conceito da primeira substancia ativa com as caracteristicas conhecidas atualmente. Com o
passar do tempo e com base no acumulo de conhecimento da medicina popular, diferentes
formas de utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos foram desenvolvidas (DUTRA et al,.
2016).

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), os medicamentos
fitoterapicos sdo aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais
cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela
constancia de sua qualidade. O interesse por medicamentos fitoterapicos vem aumentando
significativamente em todo o mundo, representando cerca de 3% do mercado global de
medicamentos, com um movimento de cerca de 30 bilhdes de dblares anualmente (MARQUES;
SOUZA, 2013; DUTRA, et al., 2016; SILVA, et al.,2017).

No Brasil, a normatizacdo do registro de fitoterapicos iniciou em 1967, com a
publicacdo da Portaria n°® 22, a qual exigia apenas informac6es sobre a planta, entre elas, sua
identificacdo botanica, caracterizacdo da droga vegetal, caracteristicas organolépticas, fisico-
quimicas e fitoquimicas, além de referéncias ou trabalho cientifico para fundamentar o emprego
terapéutico, auséncia de efeito toxico e experimentacdo farmacoldgica em animais. Apesar de
ser um mercado ascendente e possuir papel fundamental para a populacdo, ndo existia uma
regulamentacdo especifica para os fitoterapicos até meados dos anos 90. Isto possibilitou o
crescimento desordenado desse mercado, pois até entdo eram considerados medicamentos de

baixo risco, € ndo haviam estudos concretos acerca do seu uso (OSHIRO et al., 2016).

Apenas 28 anos apés a publicacdo da Portaria n® 22, ocorreu a primeira atualizacéo da
legislacdo para registro de fitoterapicos, que introduziu, para comprovacdo de eficacia e
seguranca, a apresentacao de estudos de toxicologia e farmacologia pré-clinica e clinica através
da Portaria n° 6 de 31 de janeiro de 1995. Desde entdo, algumas mudancas vém ocorrendo na
legislacdo, com o objetivo de padronizar o registro dos fitoterdpicos, afim de garantir a eficicia
e a seguranca destes medicamentos (TAPPIN; LUCCHETT]I, 2013).

A partir do ano de 1995, o mercado de fitoterapicos foi impactado pela publicacéo de

normas especificas para o registro desta classe de medicamentos. Uma pesquisa realizada em
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2015 por Carvalho et al, mostrou que no ano de 2008 existiam 512 medicamentos fitoterapicos
registrados no Brasil, enquanto em 2011 e 2015 foram encontrados apenas 382 e 359
respectivamente. Trata-se, portanto, de uma queda de 31% nos medicamentos fitoterapicos
registrados no pais, seja por renovacédo de registro negado devido a falta de cumprimento dos
requisitos sanitarios, ou pela falta de interesse das industrias na adequacdo a nova legislacéo
(PERFEITO, 2012; CARVALHO et al., 2018).

A legislacdo vigente para o registro de medicamentos fitoterapicos, RDC n° 26 de 13 de
maio de 2014, diferencia produto tradicional fitoterapico de medicamento fitoterapico, sendo
necessario, para este tltimo, comprovar sua eficicia e seguranca por meio de estudos clinicos.
(BRASIL, 2014; OSHIRO et al., 2016). Apesar de sucessivas atualizagdes nas legislacdes que
regulamentam o registro de fitoterapicos, a mudanca no cenario regulatorio de fitoterapicos é

considerado recente.

No caso especifico de produto fitoterapico topico, objeto deste estudo, ndo existe
nenhum guia para avaliacdo da performance dos mesmos, sendo necessario 0 uso de
monografias da Farmacopeia Americana (USP) e Organizacdo Europeia para Cooperacao
Econdmica e Desenvolvimento (OECD), entre outras. No Brasil, foi publicado recentemente
(2019) o “Guia sobre os requisitos de qualidade para o registro de produtos topicos e
transdérmicos”, que fornece orientagdes sobre o delineamento dos testes in vitro. No entanto,

n&o trata especificamente de requisitos como membranas/ mucosas diferentes da pele.

A aroeira, pertencente a familia Anacardiaceae, possui importancia alimentar e outras
propriedades tradicionalmente empregadas na medicina popular como, cicatrizante,
estoméaquicas e antidiarreicas, em virtude da presenca de taninos e dleo-resinas (DUARTE;
TOLEDO; OLIVEIRA, 2006). O Kronel®, objeto deste estudo, gel é um produto na forma
farmacéutica gel vaginal, utilizado para o tratamento de vaginites e vulvovaginites, foi
desenvolvido no NUDFAC em 1999 (Silva, 1999) e registrado na ANVISA no ano de 2001,
sendo comercializado até os dias atuais. Ao longo dos anos, as legislagcdes de registro de
fitoterapicos sofreram alteracbes com o objetivo de adequar-se as exigéncias que assegurem a

qualidade do produto.

Diante do acima exposto, 0 objetivo deste estudo é discutir a legislacdo de registro de
fitoterapicos tépicos no decorrer de 20 anos, através da avaliacdo dos atributos de qualidade e

performance de um fitoterapico de uso ginecologico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 ODbjetivo geral

Avaliar os atributos de qualidade e performance de um fitoterapico de uso ginecologico,
disponivel no mercado nacional ha 20 anos, usando como parametro a legislacdo de registro

formulacdes topicas.
1.1.2 Objetivos especificos

« Comparar as legislacGes de registro de fitoterapicos, avaliando suas mudancas no decorrer de

20 anos;

« Validar método de analise para quantificacdo do acido géalico, a partir do produto gel vaginal a
base de aroeira (Kronel®);

« Avaliar os atributos de qualidade do produto gel vaginal a base de aroeira (Kronel®), através da

determinacao do pH, viscosidade, espalhabilidade, reologia e estudo de liberacao in vitro;

« Avaliar os atributos de performance do produto gel vaginal & base de aroeira (Kronel®), em

mucosa vaginal suina recém excisada, utilizando o &cido galico como marcador;
« Realizar analise histolégica de vagina suina recém excisada e pos aplicacdo do produto;

« Avaliar a seguranca do produto gel vaginal & base de aroeira (Kronel®), através do uso de

métodos alternativos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DA REGULAMENTACAO DE FITOTERAPICOS NO BRASIL
Os medicamentos fitoterapicos sao aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-

primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas e que
sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade (BRASIL, 2014). Este conceito encontra-
se na RDC No 26 de 13 de maio de 2014, legislagdo vigente sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos.

Esta resolucdo distingue as categorias de medicamento fitoterapico e produto tradicional
fitoterapico, sendo o ultimo definido como aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e
efetivo publicados na literatura técnico-cientifica e que ndo necessitem a vigilancia de um

médico para fins de diagnostico, de prescricdo ou de monitorizacdo (BRASIL, 2014).

Ao longo do tempo, o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil passou por cinco
marcos regulatérios especificos: a Portaria n® 22, de 30 de outubro de 1967, do extinto Servigo
Nacional de Fiscalizacdo da Medicina e da Farméacia (SNFMF), a Portaria n° 6, de 31 de janeiro
de 1995, da também extinta Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, e as RDC n° 17, de 24
de fevereiro de 2000, RDC n° 48, de 16 de marc¢o de 2004, RDC n° 14, de 31 de marco de 2010
e aatual RDC n° 13 de 26 de maio de 2014 , publicadas pela Anvisa (BRASIL 1967; BRASIL
1995; BRASIL, 2000; BRASIL, 2004; BRASIL, 2006; BRASIL, 2010; BRASIL, 2014).

A Portaria n® 22, de 30 de outubro de 1967 foi o primeiro ato normativo a estabelecer
normas para 0 emprego de preparagdes fitoterdpicas no Brasil, e apesar de ndo ter o mesmo
detalhamento técnico nas resolugdes atuais, continha exigéncias como a identificacdo botéanica
das espécies vegetais utilizadas, padrées de qualidade e identidade, provas de eficacia
terapéutica e de seguranca de uso, constituindo basicamente todos 0s aspectos pertinentes ao
registro de um medicamento fitoterapico. Para comprovacdo da seguranca e eficacia, fazia-se
necessaria a apresentacao de resultados favoraveis de ensaios pré- clinicos e clinicos (BRASIL,
1967; NETTO et al., 2006; CARVALHO et al., 2008).

No inicio, as solicitagdes de registro de medicamentos fitoterapicos eram apresentadas
ao orgao competente do Ministério da Saude (MS) sem comprovacdo completa da qualidade,
seguranca e eficacia. A analise das solicitacdes de registros era restrita a processos meramente
administrativos e cartoriais, devido a estrutura precaria da vigilancia sanitaria, fazendo com que

muitos medicamentos fitoterapicos fossem registrados e renovados repetidas vezes sem a
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verificacdo desses requisitos (PERFEITO, 2012).

Apenas 28 anos apos a publicacdo da portaria n° 22 de 1967, surgia o primeiro marco
legal impactante; a Portaria SVS/MS no 6 de 31 de janeiro de 1995, da Secretaria de Vigilancia
Sanitéria. Esta portaria foi fortemente influenciada pelas orienta¢cdes da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), de 1991, para que os paises membros estabelecessem suas regulamentactes
sobre a fitoterapia, trazendo regulamentagdo prépria para registro de fitoterapicos no Brasil,
afim de assegurar medidas que garantissem seguranca, eficacia e qualidade para esses produtos,
com um rigor proximo ao exigido as demais classes de medicamentos. (OMS, 1991; BRASIL,
1995; DE OLIVEIRA D.R.; DE OLIVEIRA A.C.D; MARQUES, 2016).

Além disso, a Portaria impediu a inclusdo de substancias ativas isoladas, de origem
natural ou sintética, em produtos fitoterapicos, fazendo com que muitas industrias tivessem que
optar pela alteracdo da formulacdo de determinados produtos ou deixar de classifica-los como
“Produto Fitoterapico” (DE OLIVEIRA D.R.; DE OLIVEIRA A.C.D; MARQUES, 2016). De
maneira mais semelhante as resolucdes atuais, a Portaria n°® 6 de 1995 estabeleceu prazos para
a execucdo e comprovacdo da eficacia e seguranca de medicamentos fitoterapicos, sendo estes
10 e 5 anos, respectivamente. O registro de associacfes de espécies vegetais era permitido desde
que apresentassem ensaios de seguranca e eficacia, estabilidade e que demonstrassem que 0s
efeitos colaterais e reacOes adversas eram de intensidade igual ou menor que os de cada
componente vegetal isoladamente (BRASIL, 1995).

A portaria SVS n°® 06/1995 também classificou os medicamentos fitoterapicos em
isentos de registro, novos, e similares. Os isentos de registro aplicavam-se aqueles produtos que
fossem descritos na Farmacopeia Brasileira ou em outros codigos oficiais aceitos pela
Secretaria de Vigilancia Sanitaria; os medicamentos fitoterapicos novos deveriam comprovar
seguranca e eficécia através de estudos toxicoldgicos e farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos,
enguanto os similares deveriam comprovar similaridade a outro medicamento fitoterapico ja
registrado (PERFEITO, 2012).

Como a Portaria SVS n° 06/1995 nao surtiu os efeitos desejados, esta foi revogada e
substituida pelaRDC n° 17, de 24 de fevereiro de 2000. A RDC 17/2000 reforcou a preocupagao
com a eficacia e com o0s riscos do uso dos fitoterapicos, trazendo a possibilidade de
comprovacao de seguranca e eficacia dos produtos por diferentes maneiras, levando-se em
consideracdo o uso tradicional e os estudos cientificos ja realizados para as espécies vegetais
(CARVALHO et al., 2008).
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Houve a substitui¢do pioneira do termo “Produto fitoterapico” por “Medicamento
fitoterapico”, os quais foram divididos em trés categorias: Medicamento Fitoterapico Novo,
para o qual era exigida a apresentacao de ensaios clinicos e pré-clinicos de seguranca e eficacia,
semelhante a Portaria SVS/MS n° 06/1995; Fitoterapico Tradicional, obtido a partir de
planta medicinal de uso baseado na tradicdo popular, sem evidéncias, conhecidas ou
informadas, de risco a saude do usuério, cuja eficacia é validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos e de utilizacdo, documentacGes técnico-cientificas ou publicactes
indexadas; e Medicamento Fitoterapico Similar, o qual deveria apresentar as mesmas

especificacbes do medicamento fitoterapico de referéncia (BRASIL, 1995).

No que diz respeito a isen¢do, a RDC n° 17/2000 manteve os requisitos de submissdo
documental para avaliacdo de presenca em monografia farmacopeica. O grande diferencial da
RDC n° 17/2000 foi introduzir a relevancia do conceito do uso tradicional e historico de uso no
momento do registro (NETTO et al., 2006). Havia 3 formas de comprovagéo da seguranca e
eficacia: a) por meio de levantamento bibliografico que comprovasse auséncia de risco toxico
ao usuario; auséncia de grupos ou substancias quimicas toxicas; indicacdo de uso episddica ou
para curtos periodos de tempo; coeréncia com relacdo as indicacdes terapéuticas propostas;
indicacdo para doencas consideradas leves e com finalidade profilatica e comprovacéo de uso
seguro por um periodo igual ou superior a 10 anos; b)por meio de levantamento em literatura
técnico-cientifica, atingindo a pontuagdo minima de seis pontos (PERFEITO, 2012; (DE
OLIVEIRA D.R. ; DE OLIVEIRA A.C.D; MARQUES, 2016).

Seguindo a evoluc¢do na legislacdo sanitaria, a RDC n° 17/2000 foi substituida pela RDC
n° 48, de 16 de marco de 2004, que disciplinou de maneira mais adequada os procedimentos
para solicitacdo de registro de um novo produto. A partir desta resolucdo, era possivel
evidenciar quatro formas distintas de registro de fitoterapicos: 1- realizar os estudos para
comprovacao da eficacia e seguranca; 2- demonstrar a tradicionalidade de uso; 3- selecionar
espeécie que integre a Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos; 4- demonstrar a seguranca
e a eficécia baseado na literatura cientifica (BRANDAQO; COSENZA; MOREIRA, 2006).

As diferentes classes de medicamentos fitoterapicos existentes foram extintas, mas as
diferentes formas de comprovacgdo de seguranca e eficacia foram mantidas. Determinou-se 0
fim da isencéo de registro, passando a valer a denominacéo unica de fitoterapicos para aqueles
anteriormente classificados em medicamentos fitoterapicos similares, novos e tradicionais
(PERFEITO, 2012).

O fim dos fitoterapicos similares constituiu-se de certa forma, coeréncia técnica, pois 0s
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estudos de bioequivaléncia e testes in vitro, que comprovam a correlagdo com a
biodisponibilidade, ainda ndo séo totalmente aplicaveis aos medicamentos fitoterapicos, visto
que sdo misturas complexas, com diversos constituintes, e na maioria das vezes, a acao
farmacologica se da pelo sinergismo de seus constituintes e ndo pela acdo de uma ou mais
substancias isoladas, como no caso dos medicamentos sintéticos (PERFEITO, 2012; LI et al.,
2008). Outro acontecimento marcante foi a determinagdo do cumprimento das BPFC pela

empresa fabricante do medicamento como parte essencial ao registro.

Revogando a RDC n° 48/2004, a RDC n° 14, de 31 de marco de 2010 trouxe mudancas
como: a) possibilidade de registro de algas e fungos multicelulares; b) possibilidade de
substituir controle quimico do marcador pelo controle biolégico para testes validados in vivo,
ex Vivo, ou in vitro, para controlar a atividade; c) necessidade de avaliar auséncia de aflatoxinas
guando citado em monografia especifica; d) demonstracao de sistema de farmacovigilancia pos-
registro; e e) possibilidade da droga vegetal ser constituinte ativo no fitoterépico, se a eficécia
clinica for provada (BRASIL, 2010).

A RDC n° 14/2010 foi substituida pela RDC n° 26, de 13 de maio de 2014, legislacao
em vigor que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, e definiu Fitoterapico em
duas categorias: Medicamentos Fitoterapicos (MF) - obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em evidéncias clinicas
e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade; e Produtos Tradicionais
Fitoterapicos (PTF) - obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja
seguranca e efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na
literatura técnico-cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de

um médico para fins de diagnostico, de prescricdo ou de monitorizacdo (BRASIL, 2014).

Esta ultima Resolucdo estabeleceu os requisitos minimos para o registro e renovacao de
registro de MF e para o registro, renovacio de registro e notificacio de PTF. E importante
destacar que tanto MF como PTF sdo considerados medicamentos, possuindo o0s requisitos
similares de fabricacdo e de qualidade, porém mais flexiveis para PTF. Também é importante
perceber que o “registro de fitoterapicos” é obrigatorio para a categoria dos MFs, enquanto os

PTFs sdo passiveis de registro ou notificag&o.

O processo de registro de medicamentos tem o objetivo de disponibilizar medicamentos
com eficéacia, seguranca e qualidade, de maneira a diminuir os ricos a populagédo. Desta forma,
a ANVISA estabele requisitos minimos de qualidade para a concessdo de registro de
medicamentos (BRASIL, 2019).
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2.2 REQUISITOS DE QUALIDADE E PERFORMANCE DE PRODUTOS
TOPICOS

Atualmente, o arcabouco regulatério da ANVISA estabelece requisitos minimos de
qualidade para a concesséo de registro de medicamentos. A RDC n°200/2017, dispde sobre 0s
critérios para a concessdo e renovacdo do registro de medicamentos com principios ativos
sintéticos e semissintéticos, classificados como novos, genéricos e similares, e da outras
providéncias (BRASIL, 2017). Entretanto, ndo ha regulamentacdo que disponha de forma
detalhada os critérios de qualidade aplicaveis ao registro de medicamentos topicos e

transdérmicos, os quais possuem certas particularidades.

Em se tratando especificamente de produtos tépicos, no ano de 2019, foi publicado pela
ANVISA, o “Guia sobre os requisitos de qualidade para o registro de produtos topicos e
transdérmicos”, onde constam requisitos minimos relacionados a tecnologia farmacéutica,
expondo o posicionamento da Agéncia sobre o0s ensaios que podem ser aplicados no
desenvolvimento, controle de qualidade, estudo de estabilidade e equivaléncia farmacéutica
desses produtos. No mais, outros compéndios internacionais reconhecidos pela ANVISA, como
a Farmacopeia Americana (USP) e Organizacdo Europeia para Cooperacdo Econdmica e
Desenvolvimento (OECD) e o Food and drug administration (FDA) podem ser utilizados no
caso de avaliagdes complementares. (BRASIL, 2019).

No que trata dos requisitos de qualidade, alguns testes realizados sdo considerados
universais, e aplicaveis a todos os produtos topicos e transdérmicos. Dentre estes estdo a)
descricdo/ aparéncia, capaz de discriminar alterac@es visuais no produto acabado, tais como
mudangas na cor, separacdo de fases e cristalizacdo; b) teor, quantificacdo do insumo
farmacéutico; ¢) pH, importante, pois pode afetar as propriedades fisico-quimicas e a
estabilidade do farmaco e dos produtos semissélidos, podendo influenciar a ionizagdo do
farmaco, a eficacia dos conservantes, a estabilidade da emulsdo e o0 comportamento reoldgico;
d) propriedades reologicas, avaliadas através da analise da curva de viscosidade em funcéo da
taxa de cisalhamento, confere uma avaliacao e caracterizagdo mais completa quando comparada

a avaliacdo pontual da viscosidade (BRASIL, 2019).

Dentre os testes descritos no guia acima referido, encontra-se a analise de desempenho
in vitro que pode ser realizada por meio de estudo de liberacdo ou de estudo de permeacéo, a

depender do tipo de produto, via de administracédo e local de acéo.

E importante que a liberagdo in vitro do farmaco seja analisada no processo de

desenvolvimento da formulacdo, incluindo, no caso de registro de medicamento cOpia


http://portal.anvisa.gov.br/legislacao/?inheritRedirect=true#/visualizar/364436
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(genérico), a comparacdo de desempenho in vitro frente ao medicamento de referéncia.
Ademais, a andlise da liberacdo do farmaco pode ser uma ferramenta aplicavel a avaliacdo da
reprodutibilidade lote a lote do produto acabado, do controle de mudancas durante o ciclo de
vida do medicamento e do estudo de estabilidade. E importante que a auséncia de analise de
desempenho in vitro nessas situacOes seja justificada e que tal justificativa seja correlacionada,
principalmente, aos requisitos de qualidade e aos parametros de processo avaliados (BRASIL,
2019).

Para a analise da permeacdo in vitro pode ser empregada membrana proveniente de pele
humana ou de pele de outros mamiferos. Sabe-se que o emprego de tecido animal na execugdo
do método propicia “certa” variabilidade aos resultados. No entanto, com a minimizagao das
falhas de desenvolvimento do método e execucdo deste, espera-se que a variabilidade seja baixa
o suficiente, tornando a interpretacdo dos resultados confiaveis. Normalmente, o estudo de
permeacdo in vitro é realizado em camaras de difusdo, sendo mais comum o uso da celuda de

difusdo de Franz.

Estes testes podem determinar a difusibilidade do principio ativo tanto em membranas
artificiais quanto em pele animal, além de demonstrar o melhor perfil de liberacdo de acordo
com a variabilidade da composi¢do da formulagdo, como feito por Lira et al. (2004), ao
desenvolver uma formulacdo geleificada a base de lapachol. Um trabalho realizado por Leal et
al. (2008) utilizou células de Franz para realizar estudo de liberagdo in vitro de diferentes
formulacBes topicas de tretinoina utilizando membranas artificiais e também pele animal,
verificando que pequenas alteracGes na composicao foram capazes de modificar a estabilidade

e o perfil de liberag&o do principio ativo.

2.3 AROEIRA

O nome popular aroeira é uma forma abreviada da palavra araroeira, derivada de arara,
proveniente do fato de a &rvore ser o habitat natural destas espécies. E uma espécie de porte
arboreo, copa grande e caducifolia, tronco retilineo e madeira de alta densidade (CARVALHO,
2003; MAIA, 2004). As aroeiras sdo especies comuns na flora brasileira, e pertencem a familia
Anacardiaceae, de ocorréncia pantropical. Sdo caracterizadas por plantas floriferas, e ocorrem
em paises tropicais e temperados (DUARTE; TOLEDO; OLIVEIRA 2006).

No Brasil hd muitas espéecies da familia Anacardiaceae chamadas de aroeira, como
Astronium fraxinifolium Schott & Spreng. conhecida como aroeira do campo, aroeira-vermelha,
Myracrodruon urundeuva Allemao conhecida como aroeira-do-campo ou aroeira-da-serra;

Schinus molle L. DC., conhecida como aroeira salsa, aroeira salso,aroeira, aroeira folha de
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salso, aroeira mole, corneiba, corneita, anacauita, fruto de sabid, aroeira periquita,
pimenteiro, terebinto, balsamo; e Schinus terebinthifolius, conhecida como aroeira, aroeira-
mansa, aroeira-vermelha, aroeira-precoce, aroeira-pimenteira, aroeira-do-sertdo, cambui,
coracao-de-bugre e fruto-de-sabia (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI; MATOS,
2002).

A familia Anacardiaceae compreende aproximadamente 70 géneros e 600 espécies,
muitas delas de importancia alimentar, e outras tradicionalmente empregadas na medicina
popular como, cicatrizante, estomaquicas e antidiarréicas, pela presenca de taninos e 6leo-
resinas (DUARTE; TOLEDO; OLIVEIRA, 2006).

Do ponto de vista quimico, os géneros da familia Anacardiaceae mais frequentemente
estudados sdo Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,
Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirirae e Melanorrhoea. O género Schinus L. é nativo da América
do Sul e é encontrado principalmente na costa brasileira, e inclui 10 espécies (STRAPASSON;
DOS SANTOS, MEDEIRQOS, 2002; CARVALHO et al., 2013).

2.3.1 Schinus terebinthifolius Raddi

A Schinus terebinthifolius Raddi pertence ao reino vegetal, de origem familiar ou
divisdo Tracheophyta, da classe Magnoliopsida, da ordem Sapindales, da familia
Anacardiaceae, género Schinus, espécie terebinthifolius, divisdo da espécie Raddi (RIBAS et
al., 2006).

Também conhecida como aroeira-da-praia, aroeira vermelha, pimenta-rosa e cambui, S.
terebinthifolius foi primeiro citada como medicinal por um naturalista holandés visitando o
Nordeste no século XVII (BRANDAO et al., 2008). Essa variagdo nos nomes populares é
devido a aparéncia de seus frutos, que se assemelham a uma pequena pimenta rosa avermelhada,
por isso, também chamados de pimenta rosa (GOMES et al., 2013). Apesar de ser mais
frequente no litoral brasileiro, indo do Ceara até o Sul do pais, S. terebinthifolius encontra-se
também no interior (GILBERT; FAVORETO, 2011).

E possivel observar ampla distribuicdo de ocorréncia de Schinus terebinthifolius no
territorio brasileiro compativel com diversos relatos de ocorréncia natural como no Parana, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia e Sdo Paulo (SANTOS et al., 1998;
RODRIGUES; GALVAO, 2006; FERREIRA et al 2007; MENEZES et al 2009; RUAS et al,
2011).
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2.3.1.1 Aspectos botanicos

Schinus terebinthifolius € uma arvore de porte médio, atinge de 5 a 10 metros de altura
guando jovem, e 15 metros quando adultos (Figura 1). Possui copa larga, o tronco pode atingir
de 30 a 60 cm de didametro com casca grossa, € geralmente tortuoso curto, com copa, larga,
arredondada e pouco densa. (GILBERT; FAVORETO 2011; NEVES et al., 2016). A casca
externa do tronco é escura, grossa e rugosa, aspera, sulcada e escamosa, que se desprende em
placas irregulares. A interna é avermelhada, com textura fibrosa e odor caracteristico com
exsudacéo de terebintina (NEVES et al., 2016).

Figura 1 - Arvore de S. terebinthifolius Raddi jovem.

Fonte: NEVES et al., 2016.

As folhas sdo verde-escuras, compostas, oblongas a elipticas e com nervura proeminente
na parte de cima do limbo. As flores, brancas ou de cor amarela (Figura 2), sdo pequenas e
numerosas, agrupadas em inflorescéncias do tipo cacho (DUARTE et al, 2006). Os frutos séo
pequenos e globosos, com 4 a 5,5 mm de didmetro e possuem colora¢do vermelha quando
maduros, como mostrados na figura 3 (CARDOSO; SILVEIRA, 2010).
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Figura 2 - Flores e folhas de S. terebinthifolius Raddi.

Fonte: DUARTE et al, 2006.

Figura 3 - Frutos de S. terebinthifolius Raddi.

Fonte: GILBERT; FAVORETO, 2011.

2.3.1.2 Composicdo quimica x propriedades bioldgicas

As principais substancias encontradas na familia Anacardiaceae sdo os triterpenos
lipidios fendlicos e bioflavondides (CARVALHO et al., 2013). No entanto, a literatura reporta
outras classes de substancias, como fendis e derivados do acido cinamico (CORREIA et al.,
2016). A analise quimica do extrato etandlico da casca de S. terebinthifolius revelou a presenca
de fendis, triterpenos e antraquinonas. Por outro lado, o extrato etandlico das folhas mostrou
resultados positivos para fenodis, flavonas, flavondides, xantonas, leucoantocianidinas,

flavanonas e esterdis livres (LIMA et al., 2006).

Estudos demonstraram que as folhas e casca de S. terebinthifolius sdo igualmente ricas
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em taninos hidrolisaveis e 6leos essenciais (JORGE; MARKMANN, 1996). Os Gleos essenciais
de S. terebinthifolius contém a-e B-pineno, A 3-careno, limoneno, a e f-fandandreno, p-cimeno
e terpinoleno como principais compostos, além de pequenas quantidades de alcoois mono e
triterpenos, sesquiterpenos hidrocarbonetos e cetonas. Estudos evidenciaram que extratos de

casca de folhas contém triterpenos e acidos de triterpenos, respectivamente (LIMA et al., 2006).

Os taninos estdo entre os principais compostos da casca de S. terebinthifolius. Inmeras
atividas biol6gicas como antiinflamatoria, antibacteriana, antifungica e anticancer sao
atribuidas aos taninos. Basicamente, as atividades biologicas destes compostos sdo devido a
trés propriedades: complexagdo com ions metélicos, efeito antioxidante e capacidade de
complexa¢do com macromoléculas como proteinas e polissacarideos (SCALBERT, 1991,
CARVALHO et al., 2013).

2.3.2 Taninos
As principais atividades bioldgicas de S. terebinthifolius estdo relacionadas ao alto teor

de taninos nela contido. Os taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse ecoldgico e
econémico, com com peso molecular variando de 500 a 3000 Dalton (MELLO; SANTOQOS,
2001).

Os taninos sdo classificados em dois grupos, segundo sua estrutura quimica:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo formados de ésteres de acidos galicos
e elagicos glicosilados (Figura 4), formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila
do acucar sdo esterificados com os acidos fendlicos (VICKERY & VICKERY, 1981; HELDT,
1997).

Normalmente, os taninos hidrolisaveis sdo divididos em galotaninos, que produzem
acido galico apds hidrolise, e em elagitaninos, que produzem &cido elagico apds hidrdlise
(NASCIMENTO; MORAIS, 1996). A estrutura quimica do acido géalico exibe intensa absor¢éo
na regiao ultravioleta, o que permite sua avaliacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (DE SOUZA, 2004).
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Figura 4 — Estruturas quimicas de taninos hidrolizaveis.
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Fonte: Pubchem. Disponivel em <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov >

Os taninos condensados sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, como a
catequina ou a epicatequina, respectivamente unidas por pares de ligagdes C4—C8 ou C4—C
(Figura 5). As proantocianidinas, assim denominadas provavelmente pelo fato de apresentarem
pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e delfinidina, apresentam
uma rica diversidade estrutural, resultante de padrGes de substituicdes entre unidades
flavanicas, diversidade de posi¢des entre suas ligacGes e a estereoquimica de seus compostos
(HELDT, 1997; HEIL et al., 2002; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; DE AMORIM, 2005).

Figura 5 — Estruturas quimicas dos taninos condensados.
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Fonte: Pubchem. Disponivel em <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov>

Dentre as atividades biologicas e farmacologicas atribuidas aos taninos estdo: agédo
cicatrizante de feridas e queimaduras, protecdo da mucosa gastrica, agdo bactericida, fungicida,
antiviral, antitumoral, tratamento de arteriosclerose e da artrite reumatoide, antidiarreica,
hemostatica e inibidora enzimatica. Tais atividades estdo relacionadas com a capacidade que 0s
taninos possuem de formar complexos com macromoléculas, como proteinas e polissacarideos,

e com ions metalicos, além de possuirem atividade antioxidante e sequestradora de radicais
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livres (BRUNETON, 2001; MONTEIRO et al., 2005; MELLO; SANTOS, 2006).

Devido as atividades bioldgicas, as espécies vegetais como Schinus terebinthifolius que
apresentam os taninos como metabolitos secundarios despertam interesse para a producédo de
fitoterapicos. Diante disto, os taninos tém sido empregados como substancias marcadoras para
a avaliacdo da qualidade de diversas matérias-primas vegetais utilizadas na producdo de
medicamentos (SOARES, 2002; MELLO; SANTQOS, 2006). Dessa forma métodos seguros e

eficazes para a quantificacdo dessas substancias na droga vegetal sdo imprescindiveis.
2.4 ACIDO GALICO (AG)

O AG, é&cido 3,4,5-triidroxi-benzéico, é uma substancia fendlica, intermediéria do
metabolismo secundario de plantas, originado através da rota biossintética do &cido chiquimico.
E freqiientemente encontrado na natureza na forma de seu dimero de condensacéo, o acido
elagico, sendo ambos constituintes de taninos hidrolisaveis, dos quais sdo liberados por
hidrdlise acida (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2004). Diferentes substituintes na
porcdo acida do AG permite a obtencdo de ésteres com varios analogos e propriedades
farmacoldgicas distintas (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA,
2013).

Ligado ao anel benzenico, o &cido galico possui um grupo carboxilico e trés grupos OH
fendlicos nas posicdes 3, 4 e 5. Estes grupos apresentam uma constante de dissociacao (pKa)
de 4,4; 8,2; 10,7 e 13,1 (MELO et al, 2009). Um estudo realizado em 2012 por Polewski e
colaboradores, avaliou as absorbancias em UV-vis do AG solubilizado em solucdes
tamponadas com diferentes valores de pH. Sendo evidenciado o deslocamento do A

(comprimento de onda) de absor¢cdo do AG de 272 nm em pH 2,8 para 260 nm em pH 7.

O AG possui uma coloracdo amarelo esbranquicada, apresentando-se na forma de
cristais, com massa molecular de 170,12 g/mol, temperatura de fusdo de 250 °C e solubilidade
em agua de 1.1% a 20°C (VERMA; SINGH; MISHRA, 2013). Apresenta-se instavel em
temperaturas extremas, na presenca de oxigénio ou luz (ROSA et al., 2013). Devido a presenca
de hidroxilas polarizadas de grupos fenodlicos e carboxilicos, tanto intramoleculares como
intermoleculares, o0 AG pode formar ligagdes de hidrogénio. No entanto, segundo o coeficiente
de particdo (LogP), que expressa a lipofilicidade relativa de uma substancia, quanto maior o
valor, maior € a lipossolubilidade de um determinado composto quimico. O LogP do AG é de
0,89, bem menor que a maioria dos seus derivados galatos, podendo considera-lo uma

substancia relativamente soltvel em agua (BENNETT et al., 2004).
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Conhecido por apresentar uma grande variedade de fungdes bioldgicas, 0 AG é um
antioxidante conhecido, e estudos reportam sua atividade anti-inflamatéria e antitumoral
(KAWADA et al., 2001). Além disso, estudo realizado por Chanwitheesuk (2007) isolou o
acido galico de extrato etanolico, e o definiu como uma substancia ativa antimicrobiana, tendo

exibido atividade contra Staphylococcus aureus.
2.5 GEL VAGINAL A BASE DE SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS RADDI (KRONEL®)

O Kronel® é um medicamento produzido pelo Laboratério Hebron®, desenvolvido no
NUDFAC/ UFPE no ano de 1999, e esta disponivel no mercado sob registro da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desde 2001, sob numeragdo MS 1155700460046.
Comercializado sob a forma farmacéutica gel ginecolégico, 0 mesmo € obtido utilizando a casca
da planta (Schinus terebinthifolius), e é recomendado no tratamento das cervicites, vaginites e
cérvico-vaginites (Bula oficial do medicamento). Cada 6g do gel possui 0,45 gramas de Schinus

terebinthifolius, totalizando 7,5% da planta nos 60 g da embalagem comercial (SILVA, 1999).

Um ensaio clinico randomizado testou a eficacia e tolerancia do produto para o
tratamento de vaginose bacteriana, e constataram que este € efetivo e seguro no tratamento deste
dipo de infeccdo do o6rgdo reprodutor feminino. Ainda, sugeriram que o Kronel® possuia
potenciais efeitos benéficos para a flora vaginal, resultando no surgimento do medicamento de
acdo topica (Kronel® gel) (AMORIM; SANTOS, 2003; SILVA; ALBUQUERQUE;
SANTANA, 2004; GILBERT; FAVORETO, 2011).

Pesquisadores realizaram um estudo clinico randomizado utilizando Kronel®,
comparando-o com metronidazol vaginal 0,75%, ambos fabricados pelo Laborat6rio Hebron®,
para o tratamento de vaginose bacteriana, usado ao deitar, durante 7 noites. Como concluséo, a
taxa de cura para a vaginose bacteriana usando o gel vaginal a 7,4% de Schinus terebinthifolius
Raddi [17 mulheres (12,4%)] foi menor do que o indice obtido com gel vaginal de metronidazol
0,75% [79 mulheres (56,4%)]. Entretanto, os efeitos secundarios foram pouco frequentes e ndo

grave em ambos os grupos (LEITE et al., 2011).
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Figura 6 - Gel vaginal a base de Schinus terebinthifolius Raddi (Kronel®).
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2.6 MUCOSA VAGINAL

2.6.1 Mucosa vaginal humana
A vagina é descrita como um canal expansivel, longitudinalmente em formato de L,

fibromuscular, colapsado, mostrando na se¢éo transversal uma configuragdo em H, com suas
paredes anterior e posterior se conectando. Se estende do colo do Utero para o vestibulo,
apresentando aproximadamente 7 — 10 cm de comprimento, mais de 4 cm de largura e 150 —
200 um de espessura (MACHADO et al., 2015).

Por definigdo, a vagina é o orgdo sexual feminino, e apesar de normalmente n&o conter
glandulas, é chamada de mucosa. De fato, apesar de ndo possuir um papel secretor, a superficie
epitelial vaginal é coberta por uma fina camada de fluidos incluindo secre¢fes endometriais,
cervicais e vestibulares, residuos de urina e produtos de autolise celular, quantidades variaveis
de transudato da parede vaginal (OWEN; KATZ, 1999). Adicionalmente, a composi¢do do
fluido vaginal varia de acordo com a idade, ciclo menstrual e condigdes de saude (BULLA et
al., 2010; MACHADO et al., 2015). Por exemplo, o pH vaginal é &cido em mulheres saudaveis
durante o periodo reprodutivo, porém varia de acordo com os diferentes estagios do ciclo
menstrual e também depende da frequéncia do coito, da quantidade do muco cervical presente
na vagina e da quantidade de transudato (OWEN; KATZ, 1999).

A parede vaginal consiste de varias camadas de células: epitélio escamoso estratificado

ndo-queratinizado, 1d&mina propria, camada muscular e tinica adventicia. A lamina propria é
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constituida por um tecido conectivo rico em vasos sanguineos e linfaticos drenando para a veia
iliaca interna, justificando por que os produtos absorvidos evitam a circulagdo hepéatica como
passagem inicial (K. VAN DE GRAFF, 2001; MACHADO et al., 2015;).

O epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, estabelecido em queratindcitos
contendo glicogénio, mas também integrando outros tipos de células (como macrofagos e
células de Langerhans), baseia-se na ldmina prépria composta por fibroblastos, fibras elésticas
e de colageno, vasos, nervos e células de defesa, principalmente leucécitos polimorfonucleares

e nodulos linfaticos ocasionais (COSTIN et al., 2011).

A inervagdo vaginal é proveniente de dois tipos de fontes: uma periférica que fornece
um segmento do quarto inferior altamente sensivel e uma rede de fibra autonémica na vagina
superior, que é mais sensivel a esticar do que aos estimulos dolorosos. Isso explica por que as
mulheres ndo sentem desconforto ao usar sistemas de administracdo intravaginal continua de
medicamentos (CHOUDHURY; DAS; KAR, 2011).

Chamada também de superficie mucosa, a vagina ndo é uma verdadeira mucosa, devido
a auséncia de células secretoras. A denominagédo de “mucosa vaginal” consiste, na verdade, no
conjunto da camada epitelial e lamina propria, sendo a superficie humedecida da vagina
proveniente principalmente das secrecdes glandulares do cérvix, da transudacdo vaginal, das
glandulas de Bartholin e Skene, das células epiteliais esfoliadas e de urina residual
(CARDOSO, 2013).

O pH vaginal que varia entre 3,5 — 4,5 durante a idade fértil de mulheres saudaveis,
possui um papel importante na prevencdo da proliferagdo de microrganismos patogenicos. Este
meio &cido deve-se, principalmente, a acdo das espécies de Lactobacillus presentes na flora
vaginal de mulheres saudaveis, que transformam o glicogénio sintetizado pelas células
epiteliais em &cido latico (CARDQOSO, 2013).
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Figura 7 - Histologia do epitélio vaginal humano.
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Fonte: adaptado de COSTIN et al., 2011.

A via vaginal é usada principalmente visando efeito local, como no caso de infeccBes
causadas por Trichomonas e Candida albicans, porém alguns farmacos sdo administrados
visando efeitos sistémicos. Em alguns casos a via vaginal oferece uma maior biodisponibilidade
de farmacos quando comparada a via oral, visto que estes ndo sofrem metabolizacéo hepética,

entrando diretamente na corrente sanguinea (AULTON, 2005).

A aplicacdo vaginal é uma via comprovadamente vantajosa para aplicacdao de farmacos
de acdo local. Esta vantagem da-se pela baixa incidéncia de efeitos adversos no tratamento local
de infecgdes com antibacterianos e antiprotozodrios, antifngicos e antivirais, a recolonizacéo
vaginal com probioticos, entre outros (CARDOSO, 2013). No que diz respeito a absorcéo de
farmacos, o epitélio da mucosa vaginal constitui a principal barreira de permeabilidade. Desta
forma, as formulacGes devem ser obtidas de maneira que possa garantir a penetracdo desta

barreira, sejam elas de acao local ou de acéo sistémica (CARDOSO, 2013).

Varias investigacOes feitas através de estudos in vitro demonstram este elevado
potencial da mucosa vaginal como via de administracdo, provando que esta apresenta maior
permeabilidade que a mucosa intestinal ou é tdo permeavel quanto a mucosa bucal a vérias

substancias como a &gua e a vasopressina (INFARMED, 2011).

O mecanismo de transporte da maioria dos farmacos da-se por difusdo passiva. A
extensdo da velocidade de fluxo através da mucosa vaginal esta diretamente relacionada com o
tamanho molecular e hidrofobicidade das substancias. Além disso, o pH vaginal pode
influenciar o grau de ionizagdo do farmaco, e consequentemente sua solubilidade; a viscosidade
do fluido vaginal aumentada pode aumentar o tempo de retengdo do farmaco ou tornar-se uma
barreira de absorcéo a este, e grandes quantidades do fluido podem favorecer a dissolucdo do
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farmaco, mas também aumentar o seu clearance vaginal (CARDOSO, 2013).
2.6.2 Mucosa vaginal suina

Estudos comparativos da mucosa vaginal humana e suina revelam semelhancas na
morfologia entre as espécies, onde ambas possuem uma superficie de epitélio escamoso,
extratificado, ndo-queratinizado. A semelhanca na estrutura também se estende ao sistema
celular dendritico intra-epitelial, tendo sido demonstrado recentemente que a vagina suina
contém células CD-1 e SLA-DR positivas, como descrito para a vagina humana (PATTON et
al., 2000).

A nivel ultraestrutural, o epitélio da vagina suina assemelha-se ao do humanao, incluindo
a organizacdo das lamelas lipidicas intercelulares que comp&em a barreira da permeabilidade.
Dados sobre a composicdo lipidica do epitélio vaginal de porcas e humanos indicam uma
concentracdo semelhantes de lipideos, incluindo ceramidas, glicosil ceramidas e colesterol, 0s
quais sdo componentes chave da barreira da permeabilidade. Essa semelhanca em lipidios de
barreira é refletida funcionalmente nos dados de estudos de permeabilidade. Utilizando agua
tritiada como padrao para comparacao, estudos demonstraram que a permeabilidade da mucosa

vaginal suina a 37° C é muito similar aos valores humanos. (SQUIER et al., 2008).

2.7 MODELOS DE ESTUDOS EX VIVO

Os requisitos éticos e regulamentares referentes aos participantes humanos de pesquisas
para estudar os efeitos de agentes terapéuticos na mucosa genital levaram ao desenvolvimento
de uma variedade de modelos experimentais, incluindo animais e células experimentais, e
sistemas de cultura de tecidos e 6rgaos. O uso de tecidos humanos provenientes de biopsia ou

de cirurgias evita algumas desvantagens dos modelos de cultura.

Em uma série de estudos, Thompson et al (2005), caracterizaram as propriedades de
barreira da mucosa vaginal humana e descreveram sua permeabilidade in vitro a uma ampla
variedade de compostos. Contudo, esses estudos usaram predominantemente amostras de
individuos na p6s-menopausa submetidos a histerectomia, que representam uma abundante

fonte de tecido.

Uma ampla variedade de modelos animais é sugerida como substitutos adequados a pele
humana e estes tém sido utilizados para avaliar a permeacéo percutanea de moléculas. Em caso
de substituicdo da pele humana, é sugerida uma escala de modelo animal, que pode ser aplicada

para avaliar a permeacdo percutanea de farmacos, que inclui: primata, rato, porco, porco da
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india e cobra (GODIN; TOUITOU, 2007). Vérios estudos utilizaram ratos e camundongos de
laboratério para estudos de irritagdo genital. No entanto, o revestimento vaginal espesso e
queratinizado de roedores pode muito bem limitar a aplicacdo de resultados obtidos com este
modelo para seres humanos (DAVIS; TRAVLOS; MCSHANE, 2001).

Entre os animais experimentais maiores, 0 porco tem a vantagem de ser notavelmente
semelhante ao humano em termos de anatomia, fisiologia, metabolismo e patologia (SQUIER
et al., 2008). A semelhanca da vagina suina com a humana em termos de pH, secrecdes e
resposta inflamatoria recentemente levou D’Cruz et al (2005) propor o porco como modelo para
estudos de irritacdo vaginal; esses autores demonstraram que o tratamento da vagina suina com
cloreto de benzalconio resultou em um aumento producdo de citocinas pro-inflamatérias e
recrutamento de neutréfilos e células mononucleares (D’CRUZ; ERBEK; UCKUN, 2005).
Contudo, estudos com animais inteiros podem ser caros e logisticamente complexos. Para

muitos propositos, estudos ex vivo podem superar as desvantagens de usar animais intactos.

Material suino geralmente esta prontamente disponivel em matadouros locais e é usado
num periodo de até 3 horas pds morte, periodo durante o qual o tecido mucoso permanece vital
e retém sua funcdo de barreira, que é de pelo menos 12 horas (SQUIER; HALL, 1985;
NICOLAZZO, 2003). Nao ha diferenca significativa na permeabilidade a dgua ou estrutura
histolégica da mucosa oral humana e suina congeladas em nitrogénio liquido em comparacédo
com tecido fresco (LESCH et al., 1989). Sassi et al (2004) demonstrou resultados semelhantes
para a estrutura e permeabilidade da agua da vagina humana, € Thompson et al (2001)
demonstraram que a permeabilidade do tecido bucal humano e da mucosa vaginal, de outros

compostos, nao e alterada por congelamento.

Um estudo realizado por Pereira (2016) utilizou 0 método de permeacgéo ex vivo com
mucosa vaginal suina em células de difusdo de Franz para avaliar a seguranca de nanoparticulas
de quitosana para liberagéo prolongada de cetoconazol, atraves da quantificagdo do farmaco no
liquido receptor. Os resultados apontaram a formulacdo como interessante para o tratamento
topico de infeccOes vaginais, uma vez que o farmaco encontrou-se na solucdo receptora em

concentrages inferiores ao limite de quantificagdo do metodo analitico.

Da mesma maneira, através da analise de permeacdo em mucosa vaginal suina, um
estudo realizado em 2017 na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, permitiu verificar as
consequéncias de um uso prolongado quanto a seguranca de um produto composto de
nanoparticulas contendo multicomponentes vegetais, desenvolvido para aplicagdo em produtos
de uso intimo feminino (OLIVEIRA et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSUMOS

O Kronel® (gel vaginal), assim como as amostras de placebo, foram cedidos pelo
laboratdrio farmacéutico Hebron LDTA. O Kronel® foram disponibilizados em dois lotes: n®
1807018 e 1606019. O &cido galico obtido do fabricante Phytolab, Lote: 1371, 100% de pureza,
foi utilizado como substancia quimica de referéncia. Todos os solventes e reagentes utilizados

nas analises foram de grau analitico e as vidrarias previamente calibradas.

3.2 AVALIACAO DA QUALIDADE DAS FORMULACOES

3.2.1 Determinacéo do pH

O pH das formulacBes foi determinado através de pHmetro modelo PG 1800
(GEHAKA®), previamente calibrado com as solucGes tampédo pH 7,0 e pH 4,0, a temperatura

ambiente (x 30°C) em triplicata.

3.2.2 Determinacao da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada pelo método adaptado de Borghetti &
Knorst (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, aplicou-se 0,5 g das
formulacGes em avaliacédo e sobre cada uma delas foi colocada uma placa de vidro de peso
conhecido. Apds um minuto de espalhamento, o didmetro foi aferido em posicGes opostas e
calculado o diametro médio. Este procedimento foi repetido acrescentando-se outras placas,
sucessivamente, até um total de 5 placas, em intervalos de um minuto. Os resultados foram
expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, de acordo com a
equacédol, abaixo:

2T

Ei = dT (Equacéo 1)

Onde, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm2); d = diametro
médio (mm).
3.2.3 Determinacdo das propriedades reologicas

O comportamento reoldgico foi avaliado em viscosimetro rotacional da marca Rheology

International®, e os dados foram posteriormente analisados com o software Microsoft® Excel.
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A viscosidade aparente foi determinada a 50 rpm, enquanto as viscosidades relativas foram
determinadas num gradiente de cisalhnamento crescente e decrescente com velocidade de
rotacdo de 10 a 100 rpm usando spindle S7 e temperatura de 25°C. O comportamento reoldgico
dos produtos foi identificado a partir da construcdo do grafico de viscosidade versus taxa de

cisalhamento.

3.2.4 Determinacdo do teor de acido galico das formulag6es

Foi pesado 1,00 g do produto Kronel® Gel, e em seguida foi transferida a quantidade
pesada para um béquer de 100 mL e adicionados 60 mL de solugdo diluente. A amostra foi
extraida em banho ultrassdnico por 30 minutos. O contetdo do béquer foi transferido para baldo
volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com q.s.p. de solucdo diluente e
homogeinizado. Em seguida, filtrado para um vial usando filtro 0,45um x 13mm diametro,
ou equivalente. As amostras foram injetadas em triplicata em HPLC nas condicOes
cromatograficas.

3.3 AVALIACAO DA PERFORMANCE DAS FORMULACOES

3.3.1 Estudo de liberacéo in vitro

3.3.1.1 Preparo da membrana sintética hidrofilica

Foram utilizadas membranas hidrofilicas artificiais GV DURAPORE® em PVDF, com
porosidade de 0,45 um. A membrana foi previamente hidratada em agua destilada por um

periodo de 12 horas.

3.3.1.2 Montagem das células de Franz

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com
solucdo receptora (Agua destilada). As membranas artificiais foram dispostas na célula de modo
que ficassem em contato com a solucdo receptora sem a formacdo de bolhas. E no
compartimento doador foi colocado 300 mg de cada formulacéo teste. O sistema foi mantido

sob agitacdo magnética (300 rpm). As células foram mantidas em banho circulante a 37 + 1°C.
3.3.1.3 Coleta e Quantificacdo das Amostras

Aliquotas de 1 mL foram coletadas nos tempos de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,5.0,6.0e 7.0
horas, o volume retirado durante as coletas foi reposto imediatamente com solucgéo receptora.

As amostras foram quantificadas através de cromatografia CLAE-UV conforme método ja
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descrito e utilizadas nos calculos da quantidade real liberada (equacdo 2). As analises foram

realizadas em sextuplicatas para cada formulacao.

Qreart = Ct-Vr+ X Vc-Cc (Equagdo 2)
Na qual:
Qreal, t = quantidade real permeada referente ao tempo t ;
Ct = concentracdo obtida referente ao tempo t;
Vr = volume de solucdo receptora (6 mL)
Cc = concentragdo da amostragem anterior
V¢ = volume coletado

3.3.1.4 Anélise da cinética de liberagdo in vitro

Para a avaliacdo da cinética de liberacdo de acido galico no sistema, o resultado

foi compilado em gréaficos de dispersao Xy, caracteristicos de trés modelos de cinética:
e Ordem zero: quantidade liberada por area (ng/cm?) versus tempo (h);
e Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);

e Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz quadrada do

tempo (h), conforme a equacao 3:

M — K, + b (Equacdo 3)

Moo

A partir da analise de regressao linear, determinou-se o coeficiente linear (r) para cada
modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de r mais proximo a 1 foi selecionado. A
taxa de liberacdo corresponde a inclinacdo (a) da porcdo linear do modelo de cinética
selecionado (COSTA,; LOBO, 2001).

3.3.1.5 Analise comparativa lote a lote

As taxas de liberacgdo in vitro das formulagdes estudadas foram comparadas de acordo
com o guia SUPACSS 1724 — que dispde de alteracBes pds-registro para formas de dosagens
semissolidas ndo-estéreis. Para ser considerado equivalente, o intervalo de confianca deve ser
de 75 — 133.33%.
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3.3.2 Estudo de permeacéo ex vivo

3.3.2.1 Selecdo do meio receptor

A solubilidade do &cido géalico foi determinada mediante o preparo de dispersdes
contendo excesso de &cido galico (30 mg). Nesse procedimento, ao excesso de &cido galico foi
adicionado 1 mL de diferentes meios receptores: tampdo fosfato de sédio pH 4.5 e &gua
ultrapura pH 5.

Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitacdo a temperatura controlada
(37 £ 2°C), por um periodo de 24 horas e, em seguida, centrifugadas a 4.000 rpm durante 20
minutos. Em seguida, foi retirada uma aliquota do sobrenadante, diluida e filtrada em

membrana filtrante 0,45um. A concentracao de acido galico foi determinada por CLAE-DAD.
3.3.2.2 Selecdo do meio extrator

Considerando a afinidade do acido galico pelos componentes da mucosa, diferentes
procedimentos de extracdo e diferentes solventes e/ou misturas de solventes foram testados
visando obter um maior percentual de extracdo do mesmo, que foi determinado através de
CLAE-DAD.

3.3.2.3 Obtenc¢do da mucosa vaginal

A vagina foi obtida a partir de porcas recém abatidas no matadouro local em Paulista,
Pernambuco/ Brasil, e posteriormente limpas em agua corrente. Com o auxilio de bisturis e
tesouras, a mucosa vaginal foi excisada e acondicionada em soro fisiolégico até a realizacao

do experimento de permeacao, por um periodo maximo de 2 horas.

3.3.2.4 Montagem das células de Franz

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com
solucéo receptora (tampéo fosfato pH 4.5). As mucosas vaginais suinas foram cortadas em
secgOes de aproximadamente 2,5 cm? (tamanho suficiente para adequar-se as células de difusio
de Franz), e foram dispostas na célula de modo que ficassem em contato com a solucéo
receptora sem a formacdo de bolhas. No compartimento doador foi colocado 300 mg de
Kronel® gel vaginal, com posterior fechamento das células. O sistema foi mantido sob agitagédo

magnética (350 rpm). As células foram mantidas em banho circulante a 37 £+ 1°C.

3.3.2.5 Coleta e Quantificacdo das Amostras
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Aliquotas de 1 mL foram coletadas nos tempos de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0,6.0e 7.0
horas, e filtradas em membrana 0,45 um, o volume retirado durante as coletas foi reposto
imediatamente com solucéo receptora. As amostras foram quantificadas atraves de CLAE-UV,
(método descrito no item 4.3.2) e utilizadas nos calculos da quantidade real liberada (equacéo

1). As analises foram realizadas em sextuplicatas para cada formulacao.

Ao final do estudo de permeacéo, as mucosas foram retiradas do equipamento para
procedimento de coleta da formulacdo residual e limpeza das mesmas. Em seguida foi

realizado o procedimento de retencdo.

3.3.2.6 Estudo de retencéo do acido galico

Apbs o procedimento de permeacdo (descrito no item 4.5), a formulacdo residual foi
retirada mediante auxilio de uma espétula, transferidos para tubos com capacidade para 50 mL,
e realizada a extracdo do acido galico conforme metodologia anteriormente descrita. A
quantidade de acido galico extraida da formulacéo residual foi analisada por CLAE conforme
descrito anteriormente, e expressa em quantidadex desvio padrdo. Em seguida foi utilizado de
alcool isopropilico, para limpeza de formulacdo residual que ainda permaneceu na mucosa.
Apos o referido procedimento, o swab foi transferido para tubo com capacidade para 15 mL e
realizada a extracdo do &cido galico. A quantidade de &cido galico extraida da formulacdo
residual foi analisada por CLAE - UV conforme descrito anteriormente, e expressa em

guantidade + desvio padrao.

34 VALIDACAO DO METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA COM DETECGCAO DE ULTRAVIOLETA (CLAE-UV)

O método foi desenvolvido pelo INFAN (Industria Quimica Farmacéutica Nacional
S.A.), industria responsavel pela producdo do Kronel®gel vaginal, e foi validado seguindo as
orientacOes da RDC n° 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012)
para métodos bioanaliticos. Os parametros avaliados foram a seletividade, efeito residual,

linearidade, preciséo e exatidao, e recuperagéo.

3.4.1 Solugdes padréao

Para a validacdo do método foi preparada uma solucdo estoque a uma concentracédo de
50 pg/ ml de acido galico em metanol: agua (10:90 v/v). A curva de calibragdo do acido galico

foi preparada em solugdo 90:10 (agua + acido cloridrico a 37%: metanol) com as concentracdes
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de1,2,3,4,5,6,8¢ 10 ug/ mL.

3.4.2 Analise cromatrogréfica

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
Shimadzu® equipado com detector ultravioleta (UV). A separacéo foi realizada em uma coluna
de fase reversa da marca Merck Purospher® STAR RP-18 endcapped (5p) 250 x 4,6 milimetros
e uma pré-coluna C18 de 4 x 4 mm (5 um), a 35°C, o comprimento de onda utilizado foi 280
nm. Como fase mdvel foi utilizada uma de solucdo 90:10 (H20 + HCI: metanol), a um fluxo

de 0,7 mL/ min e volume de injecao de 40 pl.

3.4.3 Validacao do método bioanalitico

3.4.3.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes
da matriz (CASSIANO, 2009; BRASIL, 2012).

A avaliacdo da seletividade foi realizada de modo a verificar a interferéncia dos
componentes da mucosa vaginal suina e do liquido receptor na resposta analitica sob as
condigdes cromatogréficas estabelecidas. Para sua andlise foram utilizadas 6 amostras de

mucosa vaginal suina, provenientes de animais distintos.

A seletividade foi verificada através da comparagdo do cromatograma das amostras
branco com os cromatogramas da amostra acrescida dos analitos. As respostas de picos
interferentes proximo ao tempo de retencdo do analito devem ser inferiores a 20% (vinte por
cento) da resposta do analito nas amostras do LI1Q (BRASIL, 2012).

3.4.3.2 Efeito residual

O efeito residual do método analitico deve ser demonstrado por meio da sua capacidade
de gerar resultados precisos e exatos em nivel do LIQ quando uma amostra muito concentrada
(LSQ) é injetada imediatamente antes de uma de menor concentracdo. Esse é um aspecto tipico
de estudos cinéticos que tem um aumento de concentracdo seguido de uma diminuicdo desses
valores. O efeito residual foi avaliado com a inje¢do de amostra branco imediatamente apos a
analise de um LSQ (CASSIANO, 2009).
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3.4.3.3 Linearidade

Este parametro foi obtido através da construgdo de trés curvas de calibracdo que foram
preparadas através das seguintes amostras: brancos (metanol e tampéo fosfato pH 4.5) e 8 (oito)
amostras com concentragdes diferentes do analito. A faixa linear de trabalho utilizada foi de 1-
10 pg/mL.

A partir das respostas obtidas pela analise das replicatas das amostras, verificou-se a
linearidade da curva de calibracdo através da equacao da regressdo linear, estabelecida pelo
modelo dos minimos quadrados e do coeficiente de correlacdo. Os resultados foram tratados de
forma a verificar o erro padrdo relativo de cada nivel de concentracdo estudado, bem como pelo
desvio padrdo relativo entre as réplicas de cada nivel de concentragdo (BRASIL, 2012).

3.3.3.4 Precisdo e exatiddo

Para a obtencdo da precisdo e exatiddo, amostras de controle de qualidade (CQ)
(L1Qlimite inferior de quantificacdo, baixo — CQB, médio — CQM e alto — CQA) foram
preparadas com cinco repeticdes cada e analisadas no mesmo dia (para estudos intracorrida) e
em trés dias diferentes (estudos intercorrida). Os resultados de precisao e exatiddo sdo obtidos
através da determinacdo do Desvio Padrdo Relativo (DPR) e Erro Padrdo Relativo (EPR)

(BRASIL, 2012) conforme as equac0es 4 e 5, respectivamente, descritas a seguir:

Desvio Padrao

DPR = + 100 (Equacdo 4)
( )

Concentracido Média Experimental

Concentraciao Média Experimental — Valor Nominal

EPR = ( ) * 100 (Equacdo 5)

Valor Norminal

Os valores dos CQs utilizados para cada farmaco foram de:
* LIQ =1; CQB=2, CQM=5 ¢ CQA=8 pug/mL

3.4.3.5 Recuperacgéo

A recuperacdo dos analitos reflete as condicOes de extracdo determinas no preparado
das amostras de um método bioanalitico. Matuszewski, Constanzer e Chavez (2003) propdem
que a recuperacdo de um analito possa ser verificada através da comparacao das areas dos picos
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do farmaco das amostras extraidas com as areas dos picos do farmaco preparados em solucao.

Uma &rea de mucosa vaginal de 1,77 cm? foi fortificada com solugdo metanolica de
acido galico para uma concentracédo final de 60 ug/mL, apds 1 hora de contato, a mucosa foi
picotada com auxilio de uma tesoura e colocada em tubo contendo 1 mL de fase mével (solucéo
aquosa de acido cloridrico a 37% e metanol 90:10) pH 2,5 a 70°C. A mistura foi agitada em
volrtex por 2 minutos, em seguida foram filtrados 0,5mL e quantificados conforme método

desenvolvido.

3.4 ANALISE HISTOLOGICA DA MUCOSA SUINA

A andlise histoldgica foi conduzida utilizando mucosa vaginal suina fresca (branco), e
mucosa vaginal suina ap6s 6 horas de exposi¢do ao Kronel® gel e placebo. O material coletado
foi clivado e mergulhado em uma solucdo de formol a 10% neutro tamponado (NBF),
permanecendo por 48 horas. Apos esse procedimento, os fragmentos foram desidratados em
alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos
em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo e ajustados para 5 um. Assim, 0s cortes
obtidos foram colocados em laminas untadas com albumina e mantidos em estufa regulada a
temperatura de 37 °C, por 24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos a técnica de
coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.), e analisados em microscépio de luz, sob foco fixo
e clareza de campo, utilizando os aumentos 40x e 100x. Foi realizada andlise descritiva dos
resultados obtidos (ALMEIDA et al., 2016).

As andlises foram realizadas no laboratério de Sadde Translacional, localizado no

Centro de Ciéncias Médicas na Universidade Federal de Pernambuco.

3.5 AVALIACAO DA SEGURANCA ATRAVES DA OPACIDADE E PERMEABILIDADE
DA CORNEA BOVINA (BCOP)

A medida da opacificacdo da cornea é realizada com o auxilio de um opacitdmetro,
aparelho que determina a diferenca de transmissdo do fluxo luminoso entre a cornea a ser
avaliada, fixando um valor numérico de opacidade. Ja a medida de permeabilidade da cdérnea
apos aplicacdo do produto, é feita adicionando fluoresceina e verificando a sua passagem pela
cdrnea, a partir da medida da densidade optica (DO) do meio em 490 nm. Apds obtencao dos
valores de opacidade e permeabilidade, é possivel calcular o indice de irritacdo in vitro (IVIS)
pela seguinte equacdo: IVIS = valor médio de opacidade + (15 x valor de DO a 490nm), os

valores obtidos devem ser enquadrados na classificacdo contida na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacdo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio
BCOP.

Pontuacdo in vitro Classificacéo
<3 Sem categoria
>3< 55 Né&o determinado
> 55 Categoria 1

Fonte: OECD (2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DE QUALIDADE DAS FORMULACOES

4.1.1 Determinacdo do pH

O pH vaginal € um parametro muito importante envolvido na eficacia de um sistema
de liberacdo de farmacos em nivel de mucosa vaginal, apresentando uma significativa
associacdo (NUNES et al., 2012).

A depender do pH da formulacdo, a absor¢do pelo endotélio pode ser
prejudicada. No caso de tratamentos contra microrganismos vaginais, tais como Gardnerella
vaginalis, o pH pode ser crucial para o éxito da terapéutica. Este microrganismo se desenvolve
em pH acima de 4,5 e dificulta o desenvolvimento de Lactobacillus sp, o qual esta presente na
microbiota vaginal saudavel (CATLIN, 1992). No caso das formulac@es estudadas, os valores
de pH encontraram-se na faixa de 4.4 a 4.5, considerado dentro dos padrdes de satde vaginal
(O’HANLON; MOENCH; CONE, 2013), conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2 - - s s Valores
médios pH Parametro Kronel® (lote 1) Kronel® (lote 2)  Placebo das

pH*SD 4,47+0,01 4,44+0,04 3,55+0,005

formulagGes estudadas.

Fonte: autoria propria
4.1.2 Determinacgéo da espalhabilidade

A espalhabilidade consiste na propriedade de um semi-sélido se espalhar quando
submetido a uma forca sobre uma superficie, e € uma das caracteristicas essenciais de formas
farmacéuticas destinadas a aplicacdo topica, pois esta intimamente relacionada a aplicacéo
destas formulagdes no local de agédo (FELTKAMP, FUCKS, SUCKER, 1983; KNORST, 1991,
NETZ; ORTEGA, 2014).

Os valores de espalhabilidade obtidos para os dois lotes distintos do Kronel® gel vaginal

e o placebo, em funcéo do peso adicionado estao representados na Figura 8.

A analise dos dados da espalhabilidade demonstrou (p<0,05) que néo existe diferenca

estatisticamente significativa entre os lotes de Kronel® gel vaginal e o placebo.
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Figura 8 - Espalhabilidade das formulagdes estudadas.
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Fonte: autoria propria

4.1.3 Propriedades reologicas

O estudo e a determinacdo das caracteristicas reoldgicas é de grande e crescente
importancia para a industria farmacéutica, visto que a consisténcia e a espalhabilidade dos
produtos devem ser reproduzidos a cada lote, assegurando assim, a qualidade tecnoldgica do
produto acabado. O estudo do comportamento reolégico de produtos semi-solidos permite
caracterizar a facilidade com que o material seja retirado de um recipiente, avaliar a influéncia
na espalhabilidade de preparacdes tdpicas e controla a qualidade de matérias-primas e
produtos acabados (GOEBEL, 2012).

O estudo do comportamento reoldgico das formulagbes objeto do estudo foi avaliado

por meio dos reogramas (Figura 9) e dos valores de viscosidade aparente (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores
médios de  Parametro Kronel® (lote 1) Kronel® (lote 2)  Placebo

VA +SD 40,56+1,29 35,68+0,50 23,73%0,28

viscosidade aparente das formulagdes estudadas (Pascal).

Fonte: autoria propria
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Figura 9 - Reograma das formulagdes (lotes distintos de Kronel® gel e placebo).
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Os dados de viscosidade aparente (VA) das formulacGes estudadas, presentes na tabela
3, mostram que o placebo apresenta menor viscosidade quando comparado aos dois lotes de
Kronel® gel vaginal, corroborando com os resultados de espalhabilidade, ja que o placebo

apresentou um valor maior para tal parametro.

Pela analise dos reogramas obtidos pode-se verificar que os lotes estudados e o placebo
apresentaram comportamento ndao-newtoniano do tipo pseudoplastico, verificado na maioria
dos produtos farmacéuticos e dermocosméticos (ANSEL; POPOVICH, 2000).

Nos fluidos com comportamento pseudoplastico, ha um decréscimo da viscosidade em
decorréncia do aumento da taxa de cisalhamento, comportamento também referido como
“shear thinning”, ou afinamento, significando que a resisténcia do material ao fluxo decresce
e a energia requerida para manter este fluxo diminui, quando as taxas de cisalhamento
aumentam. Este tipo de comportamento, apresentado nas formulacOes, é apropriado para

produtos de aplicacdo topica, refletindo na facilidade de aplicacdo (ANTONIO, 2007).

Além da pseudoplastia, as formulacBes apresentaram tixotropia, indicando que o
produto tende a apresentar maior vida de prateleira (“shelf-life””), pois durante o
armazenamento, este apresenta viscosidade constante, o que dificulta a separacdo dos
constituintes da formulacdo. Além disto, formulagdes de uso topico com carater tixotropico

sdo almejadas, visto que estas se deformam durante a aplicacdo, tornando-se mais fluidas,
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facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no momento que se encerra a

aplicacdo, o que evita que o produto escorra (CORREA et al., 2005).
4.1.4 Determinacao do teor de &cido gélico das formulagdes

Segundo as especificacdes do fabricante, esta estabelece que os valores de acido galico
nas formulagdes de Kronel® gel vaginal estejam entre 0,27 mg e 0,33 mg por grama do gel.
Apos realizacao do teste para determinar o teor do &cido galico nos dois lotes de Kronel®, foi
possivel observar que ambos encontram-se dentro do especificado, como mostrado na tabela 4

abaixo.

Tabela 4 - Valores médios de teor de &cido galico nas formulagoes.

Kronel® lote 1 Kronel® lote 2

Teor +SD 0,29+ 0,02 0,310,15

Fonte: autoria propria

4.2 AVALIACAO DA PERFORMANCE DAS FORMULACOES

4.2.1 Estudo de liberacéo in vitro

Apbs avaliacdo das taxas de liberacdo apresentadas pelas formulacdes estudadas os
perfis cinéticos foram classificados pelo modelo cinético de Higuchi. Os perfis de liberacdo das
formulacdes também foram avaliados de maneira comparativa, entre os lotes distintos (Figura
10), utilizando a metodologia descrita no Guia SUPAC-SS 1724 (FDA, 1997; USP, 2014).
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Figura 10 — Perfil de liberagao das formulagOes de Kronel® gel vaginal.
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Fonte: autoria propria

A liberacdo de farmacos pode ser definida de forma simplificada como o processo pelo
qual um farmaco ¢é liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido
pelo organismo (CHOWDARY; RAJYALAKSHMI, 1987). O teste de liberacdo in vitro é uma
ferramenta importante na inddstria farmacéutica, e apresenta relevancia no controle de

qualidade em diferentes estagios do ciclo de vida de um medicamento (PRACA, 2010).

Durante a fase de producéo, os testes in vitro sdo importantes para a liberagéo dos lotes
e testes de estabilidade, visto que, as caracteristicas de liberacdo devem manter-se constantes
durante todo o periodo de validade do produto. Além disso, é uma ferramenta util para avaliar
0 impacto de mudancas, como equipamentos e/ou local de fabricagdo sobre o produto
(BRASIL, 2016; PRACA, 2010).

Apbs a avaliagdo estatistica comparativa dos diferentes lotes de Kronel® gel vaginal,
(Tabela 4), pode-se concluir que os dois lotes sdo considerados semelhantes, utilizando apenas
6 repeticbes. Desta forma, de acordo com o Guia 20 da Anvisa, € possivel garantir a

reprodutibilidade lote a lote do produto acabado.
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Tabela 5 - Resultado estatistico comparativo entre os diferentes lotes de Kronel® gel.

Farmaco Comparacéao Valores-limite com IC de 90%  Concluséo

Acido galico  Kronel Lote 1 x Lote 2 83,84% - 104,86% Semelhantes

Fonte: autoria propria

4.2.2 Estudo de permeacéo ex vivo

4.2.2.1 Selecdo do meio receptor

O meio receptor selecionado foi o tampédo fosfato de sodio pH= 4.5, obtendo
solubilidade de 8,8 mg/mL a + 37 °C, suficientes para obten¢do de condi¢édo sink durante todo

o0 periodo do experimento.
4.2.2.2 Selecdo do meio extrator

Apbs utilizacdo de diferentes solventes e técnicas de extracdo, foi possivel obter uma

maior concentracao de &cido galico extraido a partir do metanol.
4.2.2.3 Estudo de retencédo do acido galico

Apds o tempo total do estudo de permeacéo, um total de aproximadamente 20% do acido
galico foi encontrado na mucosa e o restante, na formulacao residual, disponivel para exercer

ainda um efeito topico.

4.3 VALIDACAO DO METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA COM DETECGCAO DE ULTRAVIOLETA (CLAE-UV)

4.3.1 Seletividade

O método avaliado demonstrou necessaria seletividade cromatografica, sem
interferéncia endégena da matriz nos tempos de retencéo do analito. Os cromatogramas abaixo
ilustram a auséncia de picos cromatograficos em amostra branco de mucosa vaginal suina
extraida (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Cromatograma do &cido galico em solu¢do metanolica (L1Q).
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Fonte: autoria propria

Figura 12 - Cromatograma amostra branco da mucosa vaginal extraida.
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4.3.2 Efeito residual

Este parametro foi demonstrado atraves da comparagéo entre 0os cromatogramas de trés
amostras do branco, um obtido antes e dois depois da inje¢cdo do LSQ. Esse ensaio permitiu

observar a auséncia de picos residuais nos tempos de retencéo do analito injetadas ap6s o LSQ.
4.3.3 Linearidade

A linearidade ¢é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s

resultados obtidos sdo diretamente proporcionais & concentracdo do analito na amostra, dentro
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de um intervalo especifico. Uma curva de calibragdo foi construida para o analito,

contemplando oito concentracGes, derivada da razdo das areas dos picos da substancia de

interesse. Foi obtida linearidade necessaria para as amostras, com um coeficiente de

determinacdo meédio de 1. Os valores médios das concentracGes para cada ponto, desvio padrao

relativo e erro padrdo relativo estdo demonstrados na tabela 5, e a cuva de calibracdo média na

figura 13.
Tabela 6 - Valores médios de concentragdo de cada ponto da curva de calibracdo, DPR (%) e
EPR (%).
Amostra Média (£ DP)  Conc. Nominal DPR (%) EPR (%)
(ng/mL)
CCLIQ 0,96 + 0,02 1 2,04 -4,87
CC2 1,96 + 0,009 2 0,46 -1,78
CC3 3,03 £ 0,007 3 0,22 1,02
CC4 4,03 + 0,002 4 0,06 0,92
CC5 5,09 £ 0,033 5 0,65 1,8
CC6 6,02 £ 0,016 6 0,27 0,47
CcC7 7,99 + 0,038 8 0,48 -0,02
LSQ 9,99 + 0,044 10 0,44 -0,05

Fonte: autoria propria

Figura 13 — gréafico de linearidade a partir da curva de calibragdo média.
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4.3.4 Precisao e exatidao

A verificacdo da precisdo e exatiddo, intracorrida e intercorridas, foi realizada atraves
da anélise de 5 (cinco) replicatas de cada uma das amostras LIQ, CQB, CQM e CQA em 3
(trés) corridas em dias diferentes.

Obtiveram-se as concentracdes das injecOes de cada ponto e a partir destas foram
calculados o DPR (Equacdo 2) para demonstracdo da precisdo e o EPR (Equacdo 3),

para demonstracdo da exatiddo conforme apresentados na tabela 6.

Tabela 7 - Precisdo (DPR %) e Exatiddo (%) do método bioanalitico.

Conc. Precisao Exatidao
Analito CQs Nominal (DPR%) (EPR%0)
Intrac. Interc. | Intrac. Interc.
LIQ 1 5,99 4,21 -9,15 -7,86
Acido coB 2 1,98 0,91 -1,14 -0,37
galico CoM 5 0,15 083 | 113 117
CQA 8 0,15 0,71 0,11 -0,29

Fonte: autoria propria
4.3.5 Recuperagao

A recuperagdo do acido galico a partir da mucosa, utilizando a metodologia acima
descrita foi de 31,16%.

4.4 ANALISE HISTOLOGICA DA MUCOSA SUINA

Ficou evidenciado que o tecido epitelial (TE) do grupo Kronel® (Figura 14 C) encontra-
se mais espesso quando comparado ao mesmo tecido dos grupos branco (Figura 14 A) e placebo
(Figura 14 B). Além disso, as células do estrato corneo (EC) encontram-se vacuolizadas e com
nucleo bem evidenciado. O tecido conjuntivo (TC) dos trés grupos encontra-se tortuoso e
desorganizado, apresentando areas espacadas entre as fibras, no entanto é possivel observar
uma acentuacgdo nos grupos placebo e Kronel®. N&o foram observadas células inflamatorias.

Né&o ha evidéncias aparentes de alteracdes nos tecidos epitelial e conjuntivo do grupo Kronel®.
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Figura 14 - Cortes histologicos em aumento de 100x: (A) mucosa vaginal suina fresca (B)
mucosa vaginal suina apds aplicagdo do placebo (C) mucosa vaginal suina apos licacdo do
Kronel gel.

Fonte: autoria propria

As alteragbes observadas na mucosa vaginal suina sdo caracteristicas de alteracdes
causadas por taninos, independente se sdo de origem quimica ou biolégica (VALOTTO et al.,
2011). De acordo com um estudo feito por Valotto et al (2011), que avaliou as alteragdes ultra
estrututrais no meséntero de larvas de Aedes aegypti a uma fracdo rica em taninos de uma
espécie vegetal, os principais efeitos foram a degeneracéo celular, vacuolizacao citoplasmatica,
nucleos irregulares, alteracdo das microvilosidades, nucleos irregulares e deslocamento das
células da lamina basal. A vacuolizacdo citoplasmatica pode demonstrar a aceleracdo do

processo de lise celular provocado pelo efeito toxico das substancias analisadas.

No entanto, apesar de tais achados, ndo se verifica a existéncia de quaisquer alteracoes

que indiquem a perda de integridade da mucosa apos a adi¢do do produto.
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4.5 AVALIACAO DA SEGURANCA ATRAVES DA OPACIDADE E
PERMEABILIDADE DA CORNEA BOVINA (BCOP)

Para determinar o grau de irritabilidade de vérias substancias e produtos, os testes de
irritacdo ocular e cutédnea foram descritos inicialmente por John H. Draize (DRAIZE et al.,
1944). No entanto, estes testes, além de causar sofrimento, utilizam muitos animais
(OLIVEIRA et al., 2012).

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados para obtencdo de métodos in vitro, que
possam substituir testes em animais. O teste de opacidade e permeabilidade em cérnea bovina
(BCOP) é um método in vitro reconhecido internacionalmente para avaliacdo de potencial
irritante (ICCVAM, 2010; WILSON et al., 2015), e aceito para fins regulatérios no Brasil pela
ANVISA (BRASIL, 2014). Todos os tipos de substancias, incluindo formulacbes podem ser

avaliadas.

De acordo com os resultados do BCOP, mostrados na tabela 7, o Kronel® encontra-se
na categoria 1, irritante, e nenhuma predicdo pode ser feita para o placebo. Segundo a OECD,
os fatores criticos do teste BCOP estdo relacionados com a capacidadade de assegurar que a
substancia teste cubra adequadamente a superficie epitelial e que esta seja adequadamente
removida durante as etapas de lavagem, o que pode justificar a classificacdo do Kronel® como
irritante severo, ja que este possui uma coloracédo intensa e dificil de ser removida da cornea

quando da realizacdo do teste.

Outra possibilidade pode ser justificada pela diferenca entre os valores de pH da
formulacdo e da mucosa ocular. Apesar dessas diferencgas, os tecidos oculares e vaginal
possuem algumas semelhancas (ambos tratando-se de mucosa) como: estruturais, de
composic¢do e imunoldgicas, podendo o teste de BCOP ser utilizado como uma triagem neste
tipo de investigacdo (NESBURN, 2006; WATKINS, 1986).

Tabela 8 - Resultados do teste BCOP (média
+D.P). BCOP Classificagéo

Kronel® 137,315+25,10 Categoria 1

Placebo 36,69+36,06 N&o definido

Fonte: autoria propria
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5 CONCLUSAO

Ao realizar a comparacdo entre as legislacbes que regulamentaram o registro de
fitoterapicos ao longo de 20 anos, foi possivel observar um aumento no rigor das exigéncias
adicionadas a cada uma delas, obrigando portanto os fabricantes a se adequarem as normas, de
modo a garantir uma maior seguranca para o consumidor final. A tecnologia mostrou-se uma
aliada no cumprimento de tais exigéncias, visto que algumas avaliacbes passaram a ser
realizadas de maneira mais pratica e rapida, no entanto, exigindo equipamentos, ferramentas e
treinamento mais especificos.

Anteriormente a realizacdo dos testes de qualidade e performance do produto, todos os
parametros analiticos foram testados, de maneira que o método analitico desenvolvido pelo
fabricante do produto foi validado, tendo sido comprovados sua seletividade, linearidade,
precisdo e exatiddo de acordo com a RDC n° 27/2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria.

Apos a avaliagdo dos requisitos da qualidade e de performance do Kronel® gel vaginal,
foi possivel concluir que, de acordo com os requisitos exigidos para uma formulagdo de agédo
local, o Kronel® foi considerado um produto com qualidade farmacéutica e seguro para o uso
pretendido, visto que foi reprodutivel lote a lote, 0 acido galico ndo permeou a mucosa, € a
formulacdo apresentou caracteristicas compativeis com a via de administracdo, sem causar

alteracdes significativas na mucosa avaliada.
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APENDICE A - COMPILACAO DA DESCRICAO E ALTERACOES DAS
EXIGENCIAS NAS LEGISLACOES DE REGISTRO DE FITOTERAPICOS DESDE
A PIONEIRA ATE A ATUAL, DE MANEIRA RESUMIDA.

Legislacao

Descricdo/inclusdo/alteragdo

Portaria n°22 de 30
de outubro de 1967

Pioneira. Exige informagdes sobre a caracterizagéo botanica, e
da droga vegetal, caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas,
fitoquimicas, fundamentacéo para o emprego terapéutico (referéncia ou
trabalho cientifico), auséncia de efeitos tdxicos e experimentacdo

farmacol6gica em animal.

Portaria n° 6 de 31
de Janeiro de 1995

Exige controle de qualidade da planta fresca, droga vegetal,
produto fitoterdpico intermediario e produto fitoterapico (dados de
producdo, processo de fabricacéo, estudos de estabilidade com prazo de
validade). Exige estudos que comprovem a seguranga do uso. Deve ser
feita validacdo de metodologias de CQ (né&o especifica como).

RDC n°17 de 24

Define os conceitos de medicamento fitoterdpico novo,

2000 tradicional e similar. Exige apresentacdo dos controles de processo de
estabilizacdo da droga vegetal. Viabiliza trés formas distintas de
registrar medicamentos tradicionais.

RDC n°48 de Conceitos de medicamentos fitoterapicos novos, tradicionais e

2004 similares foram retirados. Inclusdo de 3 formas de comprovagdo de

requisitos terapéuticos. Exige apresentacéo de bula, indicacdo de prazo
de validade conforme estudos de estabilidade acelerada, descricdo e
validacdo das metodologias. Droga vegetal: requisicdo de metodologias
validadas seguindo guia ANVISA. Derivados de drogas vegetais:
informagdo sobre solvente e/ou veiculos, analise de fornecedor,
validacdo dos métodos de andlise pelo guia da ANVISA. Especificagdo
de material de embalagem. Comprovagao de uso seguro passou de 10
para 20 anos.
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RDC n° 16 de Producdo de lotes piloto. Inclui a possibilidade de registro de
2010 fungos multicelulares e algas. Traz um titulo especifico sobre as Boas
Praticas de Fabricacdio e Controle (BPFC) de medicamentos

fitoterapicos. Passa a valer a RDC 17/2010 para as BPFC.
RDC n° 26 de Classificacdo em Medicamento fitoterdpico (seguranga e
2014 eficacia baseadas em pesquisas clinicas) e Produto tradicional

fitoterapico (passiveis de registro ou notificacdo; seguranca e
efetividade baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na
literatura técnico-cientifica e que sejam concebidos para serem
utilizados sem a vigilancia de um médico para fins de diagnostico, de

prescricdo ou de monitorizacao).




